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SAIIENVATTING
H e m o c y a n i n e  i s e e n  k o p e r b e v a t t e n d ,  z u u r s t o f t r a n s p o r t e r e n d  e i w i t ,  d a t
v r i j  o p g e l o s t  i n  d e  h e m o l y m f e  ( b i o e d )  v a n  g e l e e d p o t i g e n  ( a r t h r o p o d e n )  e n
weekd ie ren  (mo l l usken )  voo rkomt .  He t  i s  een  van  de  d r i e  t ypes  zuu rs to f -
t r anspo r teu rs  d ie  i n  de  na tuu r  voo rkomen .  Van  de  twee  ande re
a d e m h a l  i n g s p i g m e n t e n ,  h e m o g l o b i n e n  h e m e r y t h r i n e n ,  i s  a l  v e e l  o v e r  d e
s t ruc tuu r  en  func t i e  bekend .  He t  hemocyan ine -onde rzoek  i n  Gron ingen  werd
g e s t a r t  d o o r  E . F . J .  v a n  B r u g g e n  m e t  e l e k t r o n e n m i c r o s c o p i s c h  o n d e r z o e k .
La te l i  s  h ie ru i t  een  samenwerk ingsp ro jec t  van  twee  resea rchg roepen
v o o r t g e k o m e n  m e t  a l s  d o e l ,  d e  s t r u c t u u r  v a n  h e t  r e l a t i e f  e e n v o u d i g e  h e -
m o c y a n j n e  v a n  d e  l a n g o e s t  P a n u l  i r u s  i n t e r r u p t u s  0 p  a t o m a i r  n i v e a u  t e
b e s c h r i j v e n  e n  m e t  d e z e  k e n n i s  d e  r e l a t i e  t u s s e n  s t r u c t u u r  e n  f u n c t i e
v a n  d i t  e i w i t  t e  b e s t u d e r e n .  I n  d e  g r o e p  v a n  J .  D r e n t h  e n  l ' l . G . i .  H o l
wo rd t  doo r  m idde l  van  r i i n tgend i f f r ac t i e  de  d r i ed imens iona le  s t ruc tuu r
bepaa ld .  Voo r  een  vo l l ed ige  en  be t rouwbare  i n te rp re ta t i e  van  de  e lek t ro -
nend i ch the idsve rde l i ng  i n  he t  e iw i tmo lecu le  moe t  men  ech te r  t evens  de
aminozuu rvo lgo rde  k nnen ,  en  d ie  wo rd t  opgehe lde rd  i n  de  g roep  van  J . J ,
Be i ntema.
He t  hemocyan ine  van  Panu l  i r us  i n te r rup tus  bes taa t  u i t  hexameren  d ie
o p g e b o u w d  z i j n  u i t  d r i e  v e r s c h i l l e n d e  t y p e n  s u b e e n h e d e n ,  a a n g e d u i d  a l s
a ,  b  e n  c ,  e l k  m e t  e e n  m o l e k u u l g e w i c h t  v a n  o n g e v e e r  7 7 . 0 0 0 .  H e t  o n d e r -
zoek  van  de  am inozuu rvo lgo rdes  i s  doo r  J .M .  Ve re i j ken  ges ta r t  me t  een
bepe rk te  sp i i t s i ng  van  subeenhe id  a me t  t r yps ine .  Deze  l eve rde  twee
g ro te  f r agmen ten  op ,  een  N- te rm inaa l  18  kDa- f ragmen t  en  een  C- te rm inaa l
55  kDa  f ragmen t ,  en  een  koo lhyd raa t -beva t tend  pep t i de  van  de r t i en  am ino -
zu ren  daa r  t ussen in .  De  am inozuu rvo lgo rde  van  he t  18  kDa- f ragmen t  we rd
b e p a a l d  d o o r  N . M .  S o e t e r  ( d i s s e r t a t i e ,  R i j k s u n i v e r s i t e i t  G r o n i n g e n ,
1986 ) ,  en  d ie  van  he t  su i ke rbeva t tende  pep t i de  en  de  ee rs te  55  am ino -
zu ren  van  he t  55  kDa- f ragmen t  doo r "  J .M .  Ve re i j ken .
De  bepa l i ng  van  de  am inozuu rvo lgo rde  van  de  res t  van  he t  55  kDa- f rag -
men t ,  en  daa rmee  tevens  van  de  gehe le  subeenhe id  a ,  s taa t  besch reven  i n
Hoo fds tuk  ? .  0nde rzoek  van  de  am inozuu rvo lgo rde  van  subeenhe id  b (P .A .
J e k e l )  e n  c  ( 8 .  N e u t e b o o m )  w e r d  l a t e r  g e s t a r t .
0nde r tussen  bepaa lden  | . l .P . J .  Gaykema,  W.G.J .  Ho  l en  medewerke rs  de
e  l ek t ronend i ch the idsve rde l  i ng  me t  een  op lossend  ve rmogen  van  0 .32  nm.  I n
de  In le id ing  en  i n  Hoo fds tuk  3  s taa t  deze  s t ruc tuu r  schemat i sch  besch re -
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v e n .  D e  p o l y p e p t i d e k e t e n  b e s t a a t  u i t  6 5 7  a m i n o z u r e n  e n  b l i i k t  0 p g e v o u w e n
t e  z i j n  i n  d r i e  s t r u c t u r e l e  e e n h e d e n  ( d o m e i n e n ) .  H e t  e e r s t e  e n  t w e e d e
d o m e i n  b e v a t t e n  v e e l  a - h e l i c e s ,  t e r w i j l  h e t  g r o o t s t e  d e e l  v a n  h e t  d e r d e
d o m e i n  u i t  e e n  t 0 n v o r m i g e  s t r u c t u u r  (  " b a r r e l "  )  b e s t a a t ,  d i e  g e v o r m d
word t  doo r  zeven  an t i pa ra l  l e l  l e  B -s t rengen .  Vanu i t  deze  tons t ruc tuu r
l open  twee  l ange  l ussen  d ie  de  be ide  ande re  dome inen  a l s  he t  wa re  omar -
men .  He t  tweede  dome in  beva t  he t  ak t i eve  cen t rum me t  de  twee  kope ra to -
m e n ,  d i e  e 1 k  g e l i g a n d e e r d  w o r d e n  d o o r  d r i e  i m i d a z o o l g r o e p e n  a f k o m s t i g
v a n  h i s t i d i n e r e s t e n .  T w e e  v a n  d e  h i s t i d i n e s  v a n  e 1 k  k o p e r a t o o m  k o m e n
v o o l i  n  e e n  - H i s - X - X - X - H i s -  v o l g o r d e  g e l e g e n  i n  e e n  o - h e l i x .  A n d e r e
b i n u c  l e a i r e  k o p e r e i w i t t e n ,  z o a l s  t y r o s i n a s e ,  l a c c a s e  e n  c e r u l o p l a s m i n e ,
b e v a t t e n  e v e n e e n s  - H j s - X - X - X - H i s -  v o l g o r d e s  d i e  m o g e l i j k  b e t r o k k e n  z i j n
b i j  d e  k o p e r b i n d i n g .
A m i n o z u u r v o l g o r d e s  z i j n  n i e t  a l l e e n  n u t t i g  v o o r  d e  b e s t u d e r i n g  v a n  d e
r e l a t i e  t u s s e n  s t r u c t u u r  e n  f u n c t i e ,  m a a r  k u n n e n  o o k  g e b r u i k t  w o r d e n
voo r  0nde rzoek  naa r  de  evo lu t i e  van  ve rv lan te  jw i t t en .  Te rw i j l  de  ophe l -
d e r i n g  v a n  d e  a m j n o z u u r v o l g o r d e  v o r d e r d e  w e r d  d a a r o m  d e ,  d e s t i j d s  g e -
d e e l t e l i j k  b e k e n d e ,  v o l g o r d e  v a n  s u b e e n h e i d  a  v e r g e l e k e n  m e t  d i e  v a n  z e s
ande re  hemocyan ine -subeenheden  van  a r th ropoden ,  van  zowe l  che l  i ce ra ten
( s p i n n e n ,  s c h o r p i o e n e n  e n  d e g e n k r a b b e n )  a l s  v a n  e e n  a n d e r e  c r u s t a c e e
( e e n  z o e t w a t e r k r e e f t ) ,  a a n  d e  h a n d  v a n  d e  d r i e d i m e n s i o n a l e  s t r u c t u u r  v a n
h e t  h e m o c y a n i n e  v a n  P a n u l i r u s  i n t e r r u p t u s  ( H o o f d s t u k  3 ) .  L a t e r ,  t o e n  d e
gehe le  p r ima i re  s t ruc tuu r  bekend  was  geworden  en  e r  t evens  meer  bekend
l vas  ove r  de  ande re  twee  subeenheden  van  de  l angoes t ,  kon  e r  een  meer
c o m p l e t e  v e r g e l i j k i n g  g e m a a k t  w o r d e n  ( H o o f d s t u k  4 ) . 0 p  1 7  p r o c e n t  v a n  d e
p o s i t i e s  k o m t  b i j  a l l e  k e t e n s  h e t z e i f d e  a m i n o z u u r  v o o r .  D e  o v e r e e n k o m s t
tussen  de  hemocyan ineke tens  i s ,  zoa l s  t e  ve rwach ten  v ie l ,  he t  g roo ts t  i n
he t  tweede  dome in ,  da t  he t  ak t i eve  cen t rum beva t .  Een  f rappan t  ve rsch i l
i n  s t ruc tuu r  t ussen  de  hemocyan inen  van  be ide  genoemde  g roepen  i s  een  21
aminozuu r res ten  l ange  i nse r t i e  i n  he t  ee rs te  dome in  b i j  de  c rus tacee t !n .
U i t  de  ove reenkoms t  t ussen  de  am inozuu rvo lgo rdes  b l  i j k t  da t  de  a lgemene
arch i t ec tuu r  van  de  po l ypep t i deke tens  van  a l l e  a r th ropoden -hemocyan inen
g e l i j k  i s .  D a a r  d e  c h e l i c e r a t e n  e n  d e  c r u s t a c e e e n  o n g e v e e r  6 0 0  m i l j o e n
jaa r  ge leden  z i j n  a fgesp l i t s t  u i t  een  gemeenschappe l i j ke  voo roude r ,  moe t
d e z e  s t r u c t u u r  d u s  m i n s t e n s  6 0 0  m i l j o e n  j a a r  o u d  z i j n .
t n k e l e  s t r u c t u r e l e  v e r s c h i l l e n  t u s s e n  d e  s u b e e n h e d e n  a ,  b  e n  c  s t a a n
besch reven  i n  Hoo fds tuk  4  en  i n  Tabe l  1  van  Hoo fds tuk  1 .  0e  subeenheden
a  e n  b  v e r s c h i l l e n  g f e c h t s  e e n  p a a r  p r o c e n t ' i n  a m i n o z u u r v o l g o r d e ;  d e
p o s i t i e s  v a n  d e  z w a ' v e l b r u g g e n  z i j n  g e l i j k  e n  e r  z i t  k o o l h y d r a a t  o p
d e z e l f d e  p l a a t s  a a n g e h e c h t .  D i t  v e r k l a a r t  w a a r o m  e r  w e i n i g  p r 0 b l e m e n
w a r e n  m e t  d e  i n t e r p r e t a t i e  v a n  d e  e l e k t r o n e n d i c h t h e i d s v e r d e l i n g ,  h o e w e l
d i e  w a s  b e p a a l d  m e t  k r i s t a l l e n  b e s t a a n d e  u i t  e e n  m e n g s e l  v a n  s u b e e n h e i d
a  en  b .  Ande rs  i s  he t  me t  subeenhe id  c ,  waa r  op  40  p rocen t  van  de  pos i -
t i e s  e e n  a n d e r  a m i n o z u u r  v o o r k o m t ;  g e e n  v a n  d e  d r i e  z w a v e i b r u g g e n  z o a l s
d i e  v o o r k o m e n  i s u b e e n h e i d  a  w o r d t  g e v o n d e n  i n  s u b e e n h e i d  c ,  e n  e r  z i t
koo lhyd raa t  op  een  to taa l  ande re  p laa ts  aangehech t .
M e t  b e h u  l p  v a n  S D S - p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e k t r o f o r e s e  z i j n  i n  h e t  v e r l e -
d e n  m o l e k u u l m a s s a r  s  b e p a a l d  v a n  d e  d r i e  s u b e e n h e d e n :  r e s p e c t i e v e l  i j k  9 4 ,
9 0  e n  8 0  k i l o d a l t o n  v o o r  s u b e e n h e i d  a ,  b  e n  c .  T i j d e n s  h e t  o n d e r z o e k
b l e e k  e c h t e r  a 1  v r i j  s n e l  d a t  d e z e  w a a r d e n  i e t  j u i s t  z i j n .  D e  d r i e
k e t e n s  z i j n  n a m e l i j k  o n g e v e e r  e v e n  l a n g  e n  h e b b e n  e l k  e e n  m o l e k u u l g e -
w i c h t  v a n  o n g e v e e r  7 7 . 0 0 0 .  H e t  g e d e e l t e  v a n  d e  p o l y p e p t i d e k e t e n  d a t
v e r a n t w o o r d e i i j k  i s  v o o r  d e  o v e r s c h a t t i n g  o p  p o l y a c r y l a m i d e g e l s  k o n
g e l o k a l i s e e r d  w o r d e n  a a n  h e t  C - u i t e i n d e  v a n  d e  k e t e n ,  i n  h e t  5 5  k D a -
f ragmen t ,  waa rvan  he t  mo lekuu lgew ich t  ook  ove rscha t  wo rd t  op  SDS-po1y -
ac ry lam idege l s .  I n  Hoo fds tuk  5  s taa t  een  ve rkennend  onde rzoek  besch reven
naa r  de  oo rzaken  van  d i t  a fw i j kende  ged rag .  He t  ve rsch i l  i n  ged rag
tussen  de  subeenheden  a  en  b  kon  he r l e i d  wo rden  to t  de  aanwez ighe id  van
e e n  n e g a t i e f  g e l a d e n  a m i n o z u u r  o p  p o s i t i e  5 7 9  i n  d e  a - k e t e n .  A n d e r e
n e g a t i e f  g e l a d e n  a m i n 0 z u r e n  b l i j k e n  v e r a n t w o o r d e l i j k  t e  z i j n  v o o r  h e t
v e r s c h i l  t u s s e n  s u b e e n h e d e n  a  e n  b  e n e r z i j d s  e n  s u b e e n h e i d  c  a n d e r z i j d s .
14oge l i j k  i s  een  syne rg i s t i sch  e f f ec t  van  ove r  de  po l ypep t i deke ten  ve r -
dee lde  nega t i e f  ge  l aden  am inozu ren  en  p ro l  i ne res ten  ve ran twoorde l  i j k
voo r  he t  a fw i j kende  ged rag  van  subeenhe id  a en  b  op  SDS-po l yac ry lam ide -
g e l s .
D e  i n t r o d u c t i e  v a n  e e n  b e t r e k k e l i j k  n i e u w e  t e c h n i e k  o m  a m i n o z u u r v o l g -
o rdes  vo lgens  de  Edman-deg rada t i e  me t  de  hand  te  bepa len ,  on tw ikke ld
d o o r  J . Y .  C h a n g ,  h e e f t  h e t  a m i n o z u u r v o l g o r d e - o n d e r z o e k  a a n z i e n l  i j k
v e r s n e l d .  D e  e r v a r i n g e n  m e t  d e z e  m e t h o d e  n  e n k e l e  w i j z i n g e n  i n  h e t  p r o -
t o c o l  s t a a n  b e s c h r e v e n  i n  H o o f d s t u k  6 .  D e  a a n w e z i g h e i d  v a n  e e n  s p e c i f i e k
b i j p r  o d u k t  k o n  g e b r u i k t  w o r d e n  o m  i s o l e u c i n e  v a n  l e u c i n e  t e  o n d e r s c h e i -
den .  Deze  twee  am inozu ren  konden  name l  i j k  no rmaa l  gesp roken   i e t ,  o f
moe i l i j k ,  me t  deze  me thode  onde rsche iden  worden .  Ve rde r  b leek  da t  e r  een '
nade re ,  d iepgaande  ana l yse  nod ig  i s  van  de  chemie  van  de  conve rs ie reac -
t i e  i n  de  Edman-deg rada t i e .
1 1 4 t t''5,r,
